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(57) Abstract 

The description relates to the use of 5-cyanomethylene-4-(pirjerazone-l-yl)-pyrroIo[4,3-eJbenzoazepines of formula I, in 
which R 1 , R 2 and R 3 have the significance given in the specification, for relieving migraine. 

(57) Zosammenfassimg 

Es wird die Verwendung von 10-Cyanmethylen-4-(piperazin-l-yl>pyrro[o[4,3-e)ben2oazcpinen der Fonnel (I), in der R 1 , 
R 2 und R 3 die in der Beschreibung angegebene Bedeutung besitzen, zur Bekampfung von Migrane beschrieben. 
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10-Cyanmethylen-4-(piperazin-l-yl)-pyrrolo[4, 3-e]benzoazepinen 
zur Bekampfung der Migrane 

Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine neue Verwendung von 
10-Cyanmethylen-4-(piperazin-l-yl)-pyrrolo[4,3-e]benzoazepinen . 

10-Cyanmethylen-4-(piperazin-l-yl)-pyrrolo[4,3-e]benzoazepine 
10 sind be re Its aus der EP-OS 291.888 bekannt. FUr diese verbin- 
dungen sind neuroleptische, sedative, hypnotische und 
tranquilisierende Wirkungen beschrieben worden. 

Es wurde nun gefunden, dap 10-Cyanraethy len-4-(piperaz in-l-yl )- 
15 pyrrolo[4,3-e]benzoazepine der Forrael I 

R3 



6 




I , 



in der 

Rl ein Wasserstoff-, Fluor- Oder Chloratom und 

20 

R2 und R3 wasserstoffatom oder Cj-3-Alkylreste, 

darstellen, sowie deren Salze mit physiologisch vertragl ichen 
Sauren auch eine gute Wirkung gegen Migrane besitzen. 

25 

Besonders ausgepragt ist die neue Wirkung beim (E), (Z)-7-Chlor- 
10-cyanmethylen-(4-methylpiperazin-l-yl)-pyrolo[4 / 3-e]benzoazepin 

und insbesondere beim (E)-lsomeren (A) ♦ 

30 Die Herstellung der Verbindungen I ist in der EP-OS 291 888 be- 
schrieben. Dasselbe gilt fUr die Trennung der Verbindungen I in 
die cis- und trans-lsomeren sowie fur die Herstellung von 
galenischen Appl ikationsf ormen mit den verbindungen I. 
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Die Wirkung der Verb indungen I gegen Migrane ergibt sich aus 
ihrer hohen AffinitMt zu 5-Hydroxytryptamin (5-HT lD )-Rezeptoren, 
die wesentlich starker ist als die des Sumatriptans (Merck-Index. 
11. Auflage 1989: Nr. 8979). 

5 

Die Wirkung wurde durch folgende Versuche gezeigt: 
1) 5-HTio-Rezeptortest mit GroBhtrnrinde vom Rind 

10 Rinderhirr* wurde sofort nach Entnahme in 0,32 M sucrose- 

I5sung (4°C) gelegt und in Eis transport iert. Die frontale 
Hirnrtnde wurde mit ca. 5 Volumen sucroselBsung bei 0°C im 
Potter-Elvehjem-Homogenisa£or homogenisiert. Das Homogenat 
wurde 15 min bei 3000 xg zentrifugiert, der Oberstand ge- 

15 sammelt und bei 40 000 xg zentrifugiert (10 min, 4°C) . Das 

Pellet wurde durch Resuspension und Rezentrifugation 2 mal 
mit Puffer (50 mM Tris-HCl, pH 7,4) gewaschen und kurz 
homogenisiert. Das Homogenat wurde port ion iert und in 
fliissigem Stickstoff auf genoranen . Die Proteinbestimmung 

20 erfolgte mit dem BCA-Protein-Assay (Pierce, Rockford, 

Illinois, USA). 

Das Homogenat wurde mit Inkubationspuf fer (50 mM Tris-HCl, 
10 (M Pargylin, 4 mM CaCl 2 ; 0,1 % AscorbinsSure, pH 7,7) 
25 verdiinnt. 

Die Testansatze (1 ml) setzten sich zusammen aus: 600 jig 
Homogenat, 3 nM 3H-Serotonin (NEN, Dreeich; spezifische 
Radioaktivitat 23,2 Ci/mmol). Zur Belegung der 5-HT lA - und 
30 5-HTic-Rezeptoren wurde den AnsStzen 100 nM 8-Hydroxydi- 

propylaminotetralin und 10 nM Mianserin zugegeben. Die 
Besttmraung der unspezif ischen Bindung erfolgte mit 1 (M 
Serotonin; sie betrug 65 % der totalen Bindung. 

35 
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Vektorkonstruktion fUr die transiente Expression des 
5HTi D -Shnlichen Rezeptors 

Die fUr den 5HTi D -5hnl ichen Rezeptor kodierende cDNA wurde 
mit Hilfe der Restriktionsenzyme Hindlll und EcoRI aus dem 
Vetctor g^>18 isoliert und mit den kommerziell von der 
Firma Luvitrogen erhSltlichen BstXI Linkern mit der Sequenz 

5 1 CTTASAGCACA-3 1 
G A A T C T C 

versehen. Danach wurde die so modifizierte DNA-Sequenz des 
SHTio-Shnlichen Rezeptors in den ebenfalls von der Firma 
Luvitrogen kommerziell erhaltlichen Klonierungsvektor pCDM8 
integriert. Dazu wurde der Vektor mit dem Enzym BstXI 
restringiert und das sogenannte Stuf fer-Fragment gelelektro- 
phoretisch von dem Vektor abgetrennt. Nach Gelelution des um 
das Stuf fer-Fragment verkurzten pCDM8-Vektors wurde die mit 
BstXI-Linkern versehene fiir den 5HTi D -ahnl ichen Rezeptor 
kodierende DMA in den wie oben beschrieben vorbehandel ten 
pCDM8 ligiert. Die Ligation fand bei 12°C statt und dauerte 
14 h. Die verwendeten Methoden sind in "Current Protocols in 
Molecular Biology" Band I und II, veroffentlicht von Greene 
Publishing Associates and Wiley Interscience 
ISBN 0-471-50338-X, beschrieben. 

Transiente Expression des klonierten 5HTio*Shnl ichen 
Rezeptors in 293 Zellen 

Wenn nicht besonders beschrieben sind die Methoden zur Zell- 
kultur in "Zell- und Gewebekultur" von Lindl und Bauer 
(Gustav Fischer Verlag) nachzulesen. 

293 Zellen wurden unter Standard-Bedingungen in einer 
10-cm-Zellkulturschale bis zu einer Zellzahl von 7 bis 
8 x 106 zellen Ccultiviert. Nach Trypsinierung wurden die 
Zellen 1:3 in MEM Medium (Gibco 041 bis 1090 M) , das 2,2 g/1 
NaHC0 3 enthielt, verdUnnt und erneut in 10 cm Petri schalen 
ausgesat. Danach wurden die zellen fur 40 bis 48 h bei 37°c 
kultiviert. 
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Die zu transfizierende DNA wurde wie folgt vorbereitet: 
20 pg der DMA-L6sung (1 mg/ml), gereinigt fiber 
CsCl-Grandient, wurden mit 437 fi\ H 2 0 versetzt, danach 
wurden 62,5 (i\ 2 M CaCl 2 zugesetzt und schlieBlich 
5 500 ft\ BBS. Diese Reihenfolge ist streng zu beachten. 

Innerhalb von 10 min bildeten sich bei Raumtemperatur 
Ca^-prSzi p i tate . 

Die Losung wurde auf eine 10-cin-Zellkulturschale mit den 
10 nach obiger Vorschrift kultivierten 293 Zellen gegeben. Nach 

vorsichtiger Durchmischung wurden die Zellen 15 bis 20 h in 
einem 3 % C0 2 -inkubator bei 37»C Icultiviert. Danach wurden 
vorsichtig 5 ml serumfreies Medium zugesetzt. Nach Ent- 
fernung des gesamten Mediums und Wiederholung des Waschvor- 
15 gangs mit 5 ml serumfreiem Medium wurden den Zellen 10 ml 

vollmedium zugesetzt. Nach 48 h Inkubation in einem 5 % 
C0 2 -Inkubator konnten die Zellen fUr pharmakologische und 
elektrophysiologische Untersuchungen verwendet werden, 

20 Deri transfizierten und kultivierten Zellen wurden 2,5 ml 

kaltes PBS zugesetzt. Nach 5 min Inkubation bei Raum- 
temperatur wurden weitere 5 ml PBS zugegeben und die Zellen 
vorsichtig von der Oberflache der Kulturschale herunter- 
gewaschen. Die Zell suspension wurde in ein Zentrifugen- 

25 rohrchen UberfOhrt und bei ca. 1.200 g 10 min lang zentn- 

fugiert. Wach sorgfaltiger Entfernung des Uberstandes wurden 
die Zellen fOr Rezeptortests verwendet. 



4) 



Rezeptortest rait einem Ratten 5-HTj D -ahn lichen transient 



30 exprtmierten Rezeptorklon 

Humane embryonale Nierenzellen aus Beispiel 3 wurden in 
50 nW Tris-HCl, pH 7,4 aufgenommen und mit Ultraschall 
(Sinifer 20 sec, 90 % bei output 3, 0°C) homogenisiert. Das 
35 Homogenat wurde mit Inkubationspuf fer (50 & Tris-HCl, 10 i* 

Pargylin, 4 CaCl 2 , 0,1 % Ascorbinsaure, pH 7,7) verdUnnt. 



WO 92/11014 PCT/EP91/02381 



Nach beendeter Inkubation des Homogenats (30 min bei 25°C) 
wurden die AnsStze Uber Glasfaserf i Iter (Whatman GF/F) 
filtriert und mit eiskaltem Puffer (50 /M Tris-HCl, pH 7,4) 
gewaschen. Die auf den Filtern zuruckgehaltene Radio- 
5 aktivit3t wurde mittels FlUssigkeitsszintillationsmessung 

bestimmt. 

Der Testansatz von 1 ml setzte sich zusammen aus 35 des 
erhaltenen Homogenats, 3 nM 3 H-Serotonin (NEN, Dreeich; 
10 spezifische Radioakti vitat 23,2 Ci/ irnnol). Die unspeztf ische 

Bindung erfolgte mit Serotonin und betrug 15 % der totalen 
Bindung. 

Die Auswertung der Kompetitionskurven erfolgte iiber 
15 iterative nichtlineare Regressionsanalyse in Anlehnung an 

das Programm LIGAND (Munson and Rodbard: Anal. Biochem. 107 , 
220, (1980), 



20 



25 



Ergebnisse 

Ki (nM) 

Substanz S-HTjn 5-HTi D -ahnl iche 

Grophirn Rind Rezeptoren 



A 30 8 

Sumatriptan 50 11 



30 Die benutzten Methoden sind beschrieben in C. waeber et al.r 
5-HTiQ receptors in guinea-pig and pigeon brain radioligand 
binding and biochemical studies, waunyn-Schmiedeberg's 
Arch. Pharmacol. 340 ; 479-485 (1989). 

35 FUr die neue Indikation sollen die Verbindungen I in einer 

Dosierung von 10-200 mg pro Patient und Tag bei oraler Gabe bzw. 
1-100 mg pro Patient und Tag bei parenteraler (intravenos, 
intramuskulSr) Gabe eingesetzt werden. 
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PatentansprGche 

1. Verwendung von 10-Cyanmethylen-4-(piperazin-l-yl )-pyrrolo- 
[4,3-e]benzoazepinen der Forme I I 

R3 




I 



in der 

Rl ein Wasserstoff-, Fluor- oder Chloratom und 

10 R2 und R3 wasserstoffatome oder C^-Alkylreste 

darstetlen, sowie deren Salzen mit physiologisch 
" vertraglichen Sauren zur Bek&npfung von MigrSne- 

15 2 Verwendung von (E) , (z)-7-Chlor-10--cyaninethy len-4- (methyl-pi - 
perazin-l-yl)-p*rrolo[4,3-e]benzoazepin sowie dessen Salzen 
mit physiologisch vertraglichen Sauren zur Bekampfung von 
Migrane. 

20 3. Verwendung von (E)-7-Chlor-10-cyanmethylen-4-(methyl-pi P era- 
zin-l-yl-)-pyrrolo£4,3-*]benzoazepin sowie dessen Salzen mit 
physiologisch vertraglichen sauren zur Bekampfung von 
Migrane. 

25 4. Verwendung von (E), (z)-10-Cyanmethylen-4-(methyl-piperazin- 
l-yl)-pyrrolo[4,3-e]benzoazepin sowie dessen Salzen mit 
physiologisch vertraglichen Sauren zur BekSmpfung von 
Migrane. 

30 5. verwendung von (E)-10-Cyanmethylen-4-(methyl-piperazin- 
l-yl)-pyrrolo[4,3-e]benzoazepin sowie dessen Salzen mit 
physiologisch vertraglichen Sauren zur Bekampfung von 
Migrane. 
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* Es wird hervorgehoben dass die Grundlage dieser 






A-Kategorie ist, dass eine bekannte Vereinigung 






in vielen Landern von einem Produktanspruch, 






der auf die erste medizinische Anwendung begrenzt 






ist, beansprucht werden kann und in vielen von 






diesen Landern von einem Anwendungsanspruch fur 






andere medizinische Indikationen. (Zweite 






medizinische Indikation) . 
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